ililli 



BUNDESREPUBLIK ® Offenlegungsschrift 

s)DE 19504755 A1 



DEUTSCHLAND 




DEUTSCHES 
PATENTAMT 



@ Aktenzeichen: 
@ Anmeldetag: 
@ Offenlegungstag: 



19504755.9 
2. 2.95 
8. 8.96 



® Int. CI.6: 

C 07 K 16/02 

A 61 K 39/42 ^ 
A23 L 1/32 ^ 

U> 



s 

u> 



Ul 

O 



® Anmeider: 

Tsolkas, Panagiotift. 21315 Lu-keburg, DE; Kobtike. 
Hartmut, Dr. 14797 Damsdorl. DE 

@ Vertroter: 

Wehlan, H., Dipl.-Cfwr Dr nr nai , Pat.-Anw., 10247 
Barlin 



® Erfinden 

gleich Anmeider 

@ Entgegenhaltungen: 

DE 42 38 766 A1 

Mh. Vet-Med. 48 (1993) S. 91-98; 
Pediatrics Vol. 81, No. 2, Februar 1988; 



Prufungsantrag gem. 5 44 PatG 1st gestellt 

@ Avj'are, vitelline, gegen HIV-Antigene gerichtete Antikorper 

@ Die Erfindung betriff: sviara. vtalbne, gegon HIV-Antigene 
gerichtete Antikorper. Verfahren zu ihrer Harstellung, ihre 
Verwendur>g sowie ein neues. diese Antikorper enthaltendes 
Nahrungsmittel in Gestait aines Huhnerets. Die erflndungs- 
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Die Erfindung betrifft aviare, vitelline, gcgen HIV- 
Antigene gerichtete Antik6rper, Verfahren zu ihrer 
Herstellung und ihre Verwendung. Die Antik5rpcr — 
motiospezifische, polyklonale Eidotter-AntikSrper vom 
SPF-Huhn (Spezifiziert- Pathogen- Freien Huhn) — sind 
zur Diagnostik von HIV (Human Immunodeficiency Vi- 
rus) imd zur therapeutischen Anwendung bei HlV-posi- 



gesehen (Larsson, A. und J. Sjdquist, Comp. Immun. Mi- 
crobioL infect Dis, VoL 13, No. 4. pp 199- 201,1990; 
Jurgens, L.: Reinigung von IjG und IgG-Antik6rpem 
aus dem Eidotter, Dissertation 1987, Ludwig-Maxiinili- 
ans-Univcrsitat Munchen). 

Es ist femer bekannt, daB HlV-infizierte Zellen auf 
ihre Zellmembran core-Antigenc exprimieren, z. B. 
p24- Antigen (Nishino, Y. et aL, Vaccine 1992, 10 (10) 
677—683). Eine Hemmung der HIV-Infektion in vitro 



tiven Patienten, im symptomfreien Stadium sowie bei lo mittels anti-p24-Antik6rpem beschreiben Gregersen, 



Vorliegen der Symptome des ARC (AlDS-Related 
Complex) Oder AIDS (Acquired Immuno Deficiency 
Syndrom), geeignet 

Es ist seit Ende des vorigen Jahrhimderts bekannt. 



J.P. et aL (J. Med. ViroL 1990, 30 (4) 287 -293) und Fran- 
ke, U et aL (J. Med Vu-oL 1992. 37 (2) 137-142). Der 
Einflufi eines hohen anti-HrVp24-Antik6rper-Titers auf 
das Befinden HlV-positiver Patienten ist Gegenstand 



daB im Eidotter des Huhnereis betrachtliche Mengen an 15 der WO 89/0 1339 (Ciminiins, L.M. et aL), der mit den 

AntikGrpem (Ak) akkumuliert werden kdnnen (KJem- Proteinen gp41 und p24 korrespondierenden Antik6r- 

perer F.: Arch. exptL PathoL PharmakoL 31 (1893) per Gegenstand der WO 90/09805 (Zolla-Pazner, S. et 

356—382). In den letzten zehn Jahren haben die BemO- aL). Die Beurteilimg des immunologischen Abwehrpro- 

hungen stark zugenoramen, Antikdrper aus Vogelciem fils eines Patienten ist Inhalt der DD 2 99 090, der zufol- 

zu gewinnen und medizinischen Zwecken nutzbar zu 20 ge nach einer Bebandlung mit monoklonalen Antikdr- 

machen. Im Unterschied zu anderen Verfahren handelt pern (mAk), die insbesondere gegen das HIV- Protein 

es sich bei der Antik6rper-Anrek;herung imd -Gewin- p24 gerichtet sind (anti-HIV-p24-inAkX der anti-HIV- 

nung via Vogelei urn eine unblutige Methode, da die Ak-Gehalt des Patienten mit Hilfe eines ELISA (Enzy- 

Blutentnahme fiir die Ak-Gewinnung entfallen kann me Linked Immunosorbent Assay) bestimmt wird. 

(Schade, R- und A. Hlinak: Mh. Vet.-Med. 48 (1993) 25 " " 
91—98, Gustav Fischer Vcrlag Jena). 

Die bekannten Verfahren bestehen darin, HQhner mit 
einem Antigen zu immunisieren und aus den Eiem/dem 
Eidotter die Antikdrper (IgY — Yolk antibodies) zu 



Mit dem massiven Abfall oder dem v6lligen Ver- 
schwinden der anti-p24-Antik6rper aus dem Serum 
HlV-positiver Patienten setzt die Symptomatik des 
ARC beziehungsweise des AIDS ein (Jackson, G. G., 
THE LANCET, SEPT. 17. 1988, 647 -651; Karpas, A. et 



gewinnen (US USA-Patent, GB •= GroBbritannien- 30 aL. Proa NatL Acad ScL USA, VoL 87, pp 7613—7617, 



Patent. DD - DDR-Anmeldung, DE - Deutsche Of- 
fenlegimgsschrift (OS)/Patentschrift (PS), EP European 
Patent. WO — PCT (Patent Cooperadon Treaty)- An- 
meldimg): 

Immunologisch reaktive Pr3parate (Eidotter-Antikdr- 
per/Polson. A-: DE 29 51 412), Egg Yolk Antibodies 
(Poison. A.: GB 2057451, US 4357272). Fowl Egg Anti- 
bodies (Poison. A-: US 4550019), Specific Chicken Egg 
Antibodies (Tsuda. IC et aL: EP 503293). Specific antibo- 



Oct 1990), wahrend Patienten mit hohem anti-p24-Anti- 
korpertiter beschwerdefrei bleiben. Mehrere Autoren 
filhrten nun eine passive Immunisierung bei Patienten 
im Stadium des ARC und AIDS durch (Karpas, A., et aL 
1990, ibid; Karpas, A et aL, Int Conf. AIDS, 1993 Jun 
6—11.9 (1): 244. abstract no. 

PO-A28-0659; Jackson. G.G^ ibid; Hague. R. et aL, Int 
Conf. AIDS, 1989 Jun 4-9. 5: 328, abstract no. T.B.P. 
246; Lefrere, J. J. et aL. a) Int. Conf. AIDS, 1993 Jun 



dy containmg substance from eggs (Tokoro. H.: 40 6— 11. 9 (1): 246, abstract no. PO-A28-0667; b) Rev. Fr - - 
US 5080895, EP 225254). Transfus, HemobioL, 1991 May, 34 (3): 199- 21 1 ; c) Int 

Auch die passive Immunisierung von Sflugem unter Conf. AIDS, 1994 Aug 7 — 12. 10 (1): 226, abstract no. 
Verwendung von Antikdrpem, die aus einer GefJOgelart PB0335). Hierbei wurde Plasma von symptomfreien Pa- 
gewonnen wurden, ist beschrieben worden (Stolle, R- tienten (bis 500 ml) mit hohem anti-p24-Antik6rpertiter 
und LJL Beck: DE 35 04 221, US 4748018, EP 152270). 45 den Patienten im Stadium ARC und AIDS transfundiert. 



Demnach werden dem Sanger immunisierende Mengen 
eines AntikOrpers verabreicht, der aus dem Ei einer Ge- 
flfigelart gewonnen wurde, die mit dem die Krankheit 
des SSugers verursachenden Antigen immunisiert wor- 
den war. 

Bekannt ist z. B. auch die erfolgreiche passive Immun- 
isienmg gegen Rota- Virus- Infektionen bei Saugem mit- 
tels aviarer, vitelliner AntikOrper (Bartz. CR. et aL, The 
Journal of Infectious Diseases. VoL 142. No. 3, 1980, 



nachdem die Viren im Plasma durch Hitze inaktiviert 
waren. Zwei Stunden nach Transfusion war p24 im Se- 
rum nicht mehr nachweisbar; die Zahl der mit HIV infi- 
zierten Zellen reduzierte sich ebenfalls. Bei den Patien- 
50 ten im ARC-Stadium trat eine deutliche Besserung der 
klinischen Symptomatik bis zur Beschwerdefreiheit ein. 
Die Zahl der T4-Helferzellen fiel nicht weiter ab. 

Ein Cberleben bei Beschwerdefreiheit von bis jetzt 
schon 22 und 35 Monaten ist beschrieben worden. Bei 



439 —441; Yolken. R.H. et aL, Pediatrics (1988) 81(2) 55 Patienten im fortgeschrittenen Stadium von AIDS hielt 



291 —295; Kuroki, M. et aL. Veterinary Microbiology, 37 
(1993) 135— 146); ebenso die passive Immunsiening von 
saugem mittels aviarer Antik6rper gegen E coli (Wie- 
demann, V. et aL, Journal of Veterinary Medicine, Series 
B (1990) 37 (3) 163-172; ebenso (1991) 38 (4) 283-291 ; 
Yokoyama, H. et aL, Infection and Immimity (1992) 60 
(3)998-1007). 

Die Strukturdifferenzen zwischen aviarem und Sau~ 
ger-IgG werden aus dem phylogenetischen Abstand von 
Vogel und Siuger erkiart Sie werden vor allem im Un- 
terschied der Molekulargewichte und der Sedimenta- 
tionskonstanten — HQhner IgG 

170 000 bzw. 174 000, humanes IgG 150 000 Dalton — 



die Remission 6 bis 22 Monate an, je nach Stand des 
individuellen Schweregrades der Erkrankung zum Zeit- 
punkt des Beginns der Behandlung, wobei eine Avirfi- 
mie und ein ausreichender Antik6rperspiegel bestand 
60 Im Stadium des ARC dauerte die klinische Remission 22 
Monate Qber die Studie KARPAS hinaus an. bei Avira- 
mie und stabiien CD4+ T-Zellzahlen (Karpas, A. et aL. 
InL Conf- AIDS, 1993 Jun 6 — 1 1, 9 (1); 244. abstract no. 
PO-A28-0659; Bainbridge, D. et aL, Int Conf. AIDS, 1994 
65 Aug 7-12. 10(l):216.abstract no. PB 0293). 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, gegen 
HIV-Antigene gerichtete Antikdrper zur Verfflgung zu 
stellen, die HlV-infizierten Patienten verabreicht wer- 
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den konnea Die Aufgabe wurde dadurch gelSst, daB 
Huhner mit HIV-Antigcncn iminunisiert und dadurch 
anti-HrV-Andkerper im Eidotter angereichert werden. 
Dberraschenderweise hat sich herausgestellt, daB die 
Gabc dieser Andkorper — in Form der oralen Verab- 
reichung des getrockneten Eidotters oder als Antikor- 
perextrakt nach Aufarbeitung und Isolierung aus dem 
Eidotter — zu erhChten AntikOrper- Serum titerwerten 
fuhrt und aviare AntikCrper im Sanger das SSugerkom- 
plemcnt zu binden vermdgen. 

Aufgnind des phylogenetischen Abstandes zwischen 
V6geln und SSugem waren GeflQgelarten f Qr die Erzeu- 
gung von AntikOrpern gegen Saugerkrankheiten ausge- 
schlossen worden, vor allem deshaib, weil das Hilhner- 



tigene> vorzugsweise p24 und pi 7. 

Sie fOhren, bei Verwendung von SPF-Hiihnern, zu 
den entsprechenden erfindungsgemaSen polyklonalen 
AntikSrpem vom SPF-Huhn. 

Das crfindungsgemaBe Verfahren zur Herstellung 
aviarer, vitelliner, gegen HIV-Antigene gerichtete Anti- 
korper besteht darin, daB Huhner mit HIV-Antikdrper, 
insbesondere mit core- Antigenen, vorzugsweise rait den 
core-Protein en p24 und/oder pi 7, immunisiert, dadurch 
die Antikfirper im Ei bzw. im Eidotter angereichert und 
gcgebenenfalls daraus isoliert werden. 

Die erfindungsgemaBen Antikorper lassen sich zur 
passiven Immunisierung von Saugem verwenden. Sie 
sind geeignet, HIV-positiven Patientcn zur Erzeugung 



protein dem menschiichen Immunsystem fremd sei und 15 hoher Antikfirper-Serum titer verabreicht zu werden- 
bei wiederholter Verwendung zu allergischen Reaktio- Die Isolierung der erfindungsgemaBen IgY-Antik6r- 
nen fahre(DE 35 04 221 C2 vom 19.05^4). Auchzeigten per erfolgt nach bekannten Verfahren aus wsLBrigen 
Huhnerantik6rper, so Gippncr-Steppert et al, im Ge- DotterlSsungen mit PBS (phosphatgepufferter Koch- 
gensatz zu den SSugetierantikSrpem keine Reaktion salzISsung) als L6sungsmittel und nachfolgender Zentri- 
mit Sauger-Komplementf actor CI und Sauger-Fc-Re- 20 fugation, Ausf ailung der Inimunglobuline durch prSzipi- 
zeptoren (Gippner-Steppert, C and M Jochum: Tro- derende Agentien, wie Polyethylenglykol (PEG), Natri- 
duction and purification of chicken polyclonal anti-pep- um-, Dextran- oder AmmoniumsuSat und/oder durch 
dde antibodies specific for fibrino-elastase-pepdde chroraatographische Reinigung, wie Gelfiltration oder 
A-alphal-2r. Vortrag auf dem Offentlichen Jahresbe- lonenaustausch (Schade, R. und A. Hlinak: Mh, 
richt-CoUoquium der Chirurg.-Med. KJinik der LMU 25 Vct-Med. 48, 1993,8.95. Gustav Fischer Verlag Jena). 



Die Erfindung soil anhand von Ausfiihrungsbeispielen 
naher erlfiutert werden. 



MQnchen am 04.02.1994), 

Die erfmdungsgemaSen Antik6rper sind neu, sowohl 
als aviare Antikfirper als auch in ihrer Struktur. Sie 
unterscheiden sich von den bekannten Andkdrpern 
durch Moiekulargewicht, Sedimentationskonstante und 30 
isoelektrischen Punkt 

ErfmdungsgemaB kommen insbesondere AndkOrper 
zur Anwendung, die gegen HIV-core-Antigene gerich- 
tet sind. Die wichdgste RoUe fallt dem Andkdrpcr zu, 
der sich von dem core- Antigen p24 herleitet, gefolgt von 35 
den HIV-Proteinen pl7, p7 (9), pl2, p66 und p32 (Ka- 
geyama, S. et aL Int Conf. AIDS, 1994 Aug 7- 12, 10 (2): 
86. abstract no PA 0224). 

Nach bisherigem Wissen schcint der anti-p24-Anti- 
kOrper HIV-posidver Patienten (HIV-1 und HIV-2) am 40 vorgenommen. 

effektivsten vor dem Auftreten der Stadien des ARC Die Blut- und Eidotterprobenenmahme erfolgt an Po- 
und AIDS zu schtitzen. Inwieweit and ere AntikSrper ols von je 5 Hennen der Antigenversuchsgruppe sowie 
gegen core-Andgen eine zusatzliche Wirkung haben, ist einer Negadv-KontroUgruppe. Die Injekdonsdosis be- 
noch nicht klar. trfigt 1,0 ml Lm. in die Brustmuskulatur in 4 Depots a 

Zeitlich frOher als der and-p24-Andk6rper fallt der 45 0J5 ml resuspendiertes synthctisches Antigen und Adju- 



Ausftihrungsbeispiele 

Beispiel 1 : AUgemeine Verfahrensweise 

Die Immunisierung von Hiihnem, insbesondere von 
SPF-HQhnem, wird mit synthetischem, nichtinfektidsen 
HrV-core-VoIlantigenen und 

a) Freund'schem kompletten Adjuvans (FCA) 

b) Freund'schem inkompletten Adjuvans (ICFA) 



Antikdrpertiter gegen das core- Protein pi 7 ab (Lange^ 
}M. et al, AIDS, 1987 Sep. 1 (3): 155- 159)l 

Die erfindungsgemaBen and-core-Antikorper — und 
insbesondere der Andk6rper gegen p24- Antigen — be- 
wirken eine weitgehende Beschwerdefreiheit und Le- 50 
bensveriangerung bei Patienten im Stadium des ARC 

Die oben beschriebene Behandlungsmethode der 
Plasmatransfusion kann, schon aus logistischen Grtin- 
den, nur einem kleineren Kreis von Erkrankten zugute 
kommen. 55 

Die erfindungsgemaBen aviaren, vitellincn Andkdr- 
per gegen core-Proteine bieten den Vorteil, daB sie in 
groBen Mengen vom Huhn produziert und an das Eidot- 
ter abgegeben werdea Erfindungsgemafi werden die 
Andkdrper in hochgereinigter Form parenteral, aber eo 
auch oral als Trockeneigelb oder Antikerpcrextrakt 
verabreicht, da sie weitgehend hitzebestlndig und sau- 
refest sind. Mit der erfinderischen L6sung wird ein neu- 
es Nahrungsmittel angeboten: das anti-HIV-AntikOrper 
enthaltende HQhnerei. Darin sind die Antikorper insbe- 65 
sondere, aber nicht ausschlieBlich, im Eidotter angerei- 
chert 

Als HrV-Andgene eignen sich insbesondere core-An- 



vans. 

Beginn: mit Junghennen ab 15. Lcbenswoche 
Ende : 70. Lcbenswoche (Lcgeende). 

1.1. Erstimmunisierung (Basisimmunisierung) mit 
200 ]ig synthetischem HIV-oore-VoUandgen (Pro- 
tein) und FCA und BIut-NuUprobe am Tag "0" (lo- 
Probe). 

1.2. 1. Boosterung (2. Immunisierung) am Tag 28 mit 
Blut- und Eidotterprobe 1 1 zur serologischen And- 
korperkontrolle (I^G/IgY), incL Negativ-KontroU- 
gruppe. Alle Boosterungen erfolgen unter Verwen- 
dung von ICFA. 

13. Z Boosterung (3. Immunisierung) am Tag 56 mit 
I2-Blut- und Eidotterproben, incL Neg.-KontroU- 
gruppe. 

1.4. 3. Boosterung (4. Immunisierung) am Tag 84 mit 
la-BIut- und Eidotterproben, incL Neg.-Kontroll- 
gnippe. 

15. Lt-Blut- und Eidotterproben am Tag 98, incL 
Neg.-KontroDgruppe. 

1£. Is-Blut- imd Eidotterproben am Tag 112, incL 
Neg.-Kontrollgruppe, 
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von Saugem verwendet werden. 

8. Verfahren zur Herstellung avi&rer, vitelliner. ge- 
gen HIV-Antigene gerichteter AntikOrpcr, dadurch 
gekennzeichnct, daB HQhncr mit HIV-Antigcncn 
immunisiert und die Antikdrper im Eidotter ange- 
reicfaert werden. 

9. Verfahren nach Anspnich 9, dadurch gekenn- 
zeichnct, dafi als Antigene HIV-core-Antigene, ins- 
besonderc die core-Proteine p24 und/oder pl7, ein- 
gesetzt werdea 

10. Nahrungsmittel in Gestalt cines Huhnercis. da- 
durch gekennzeichnct, daB insbesondere im Eidot- 
ter gegen HIV-Antigene gerichtete Antikdrper 
enthalten sind. 

11. Verwendung aviarer, vitelliner, gegen HIV-An- 
tigene gerichtete Antikdrper, dadurch gekenn- 
zeichnct, daB sie HIV-positiven Patienten zur Er- 
zeugung hoher Antikdrper-Seruratiter verabreicht 
werden. 



Beispiel 2: Verwendung von HIV-p24- Antigen 

wie Beispiel 1, unter Verwendung von HlV-core- 30 
p24- Antigen. 

Beispiel 3: Verwendung von HIV- pi 7- Antigen 

wie Beispiel 1, unter Verwendung von HIV-core- as 
pl7-Antigen. 

Beispiel 4: Isolierung der reinen Antikdrper 

erfolgt nach dem Batch -Verfahren (Schade, R., 1993, s. 40 
Beispiel 1.10) zur parenteralen undoralenTherapie. 

Paten lanspruche 

1. Aviare, vitelline, gegen HIV-Antigene gerichtete 45 
Antikdrper. 

Z Antikdrper nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnct, daB sie gegen HIV-core- Pro teine gerich- 
tet sind 

3. Antikdrper nach Anspruch 1 und 2, dadurch ge- 50 
kennzeichnet, daB sie gegen die HIV-core-Proteine 
p24 und pl7 gerichtct sind 

4. Aviare, vitelline, gegen HIV-Antigene gerichtete 
polyklonalc Antikdrper, dadurch gekennzeichnct, 
daB sie durch Immunisieren von Huhnem mit HIV- 55 
Antigenen und Aufarbeiten des Eidotters der von 
den derart immunisiencn Huhnem gelegten Eier 
hergestellt werden. 

5. Antikdrper nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnct, daB als HIV-Antigene HIV-core-Proteine eo 
verwendet und SPF(Spezifiziert-Pathogen- 
Freie)-HQhner damit immunisiert werden. 

6. Antikdrper nach Anspruch 4 und 5, dadurch ge- 
kennzeichnct, daB die core-Proteine p24 imd/odcr 
pi 7 als Antigen zur Immunisierung von HGhnem 65 
Verwendung tinden. 

7. Antikdrper nach Anspruch 1 bis 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB sie zur passiven Immunisierung 
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1.7. Ifi-Blut- und Eidotterproben am Tag 140, incL 
N eg.-Kontroilgruppen. 

1J&. I7-Blut- und Eidotterproben am Tag 168, incL 
Neg.- IControIlgruppen. 

1.9. 4. Boosterung (5. Immunisienmg) am Tag 220 5 
mit la-Blut- und Eidotterproben, incL Ncg.-K.on- 
trollgruppen. 

1.10. Eidotterseparierung mit Dottertrennung er- 
folgt nach dem BATCH -Verfahren bis zur Endrei- 
nigung und Extraktion der spezifisrfien HIV-Anti- 10 
kdrper gegen die core-Vollantigene (Proteine) 
(Schade R. und A. Hlinak. Mh. Vet-Med 48 1993.: S. 
95, Gustav Fischer Verlag Jena): igY-Praparation, 
Extraktion vitelliner Antikdrper. 

1.11. IgY-Besiinrunung Die qualitativen und quanti- 15 
tativen Bestimmungen der spezifischcn polyklona- 
len IgY-Eidotterantikdrper, die im Durchschnitt 

1 75 mg Antikdrper/Eidotter betragen, erfolgen 
nach Schade R. und A Hlinak ( 1 993X ibid 
Die quantitative Bcstimmung erfolgt fiber spezifi- 20 
sche Antikdrpcr-Titer-Ermiiilungcn aus dem Dot- 
terhomogenat mjt HiUe des indirekten EUSA, die 
des spezifischcn AntikdrpcrgehaJti/Mcngeneinheit 
Dotter Ober d*c AffiniUtschromatographie (aus 
dem gereinigtcn ur*d »cp«nencn Antikdrperex- 25 
trakt nach Vakuumdaalysc). 



